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血管内皮細胞に ほ臓器 , 組織に よ り機能 , お よ び構造上 の 多様性が存在する . 中でも特に , 脳毛細 血管内皮細胞は 血液
脳関門(blo odLbr ain barrier. B B B) で 知 られ る 特異形質を示 す . 従来 , B B Bの 形成と維持に は , 中枢神経系 で 脳毛細血管周囲
を取 り囲ん で 存在する ア ス ト ロ サ イ トが 関わ っ て い ると の 仮説が捷唱され て きて い るが , 未だ 立証 され る に 至 っ て い な い . そ
の 最大の 理 由ほ , 血管 内皮細胞 へ の ア ス ト ロ サ イ ト の 作用 を検証す るた め の 適切な試験管内モ デ ル (in vitr o m odel)が欠如 して
い た た め で ある ･ 本研究で筆者は 一 ラ ッ ト胎児脳よ り初代培養 した 巨型ア ス ト ロ サ イ トと非脳型血管内皮細胞である ヒ ト 臍静
脈内皮細胞 を用 い た 共存培養系を確立 した . すな わ ち , 直径 が 3伽 m の 孔を 有す る膜の 片面に ア ス ト ロ サ イ トを , さ らに 他面
に 内皮細胞 を播種後共存培養 し , 種 々 の 脳血管内皮細胞特異形質 を指標 と して ア ス ト ロ サ イ ト の 内皮細胞形質転換能を試験管
内で直接解析 しようと する実験系であ る . ア ス ト ロ サ イ トほ 実際, 膜孔 内に 足突起を伸長 させ , こ の 足突起 を介 して , 内皮細
胞と接触す る こ と が電子顕微鏡 で 確認 され た , 筆者は , 臍静脈内皮細胞 を脳 ア ス ト ロ サ イ トと 共存培養する と , 代表的な脳血
管内皮細胞特異形質の 一 つ で ある ガ ン マ グル タ ミ ル ト ラ ン ス ペ プ チ ダ ー ゼ (ga m m a～gluta myltr an speptida se, T-G T P) 惰性が ,
ア ス ト ロ サ イ トと の 接触時間な ら びに 足突起を通過 させ る孔の 密度 に 依存 して 上昇 して い る こ と を 見 い 出 した . ま た I こ の
T-G T Pの 誘導は , 内皮細胞層を ア ス ト ロ サ イ ト層か ら離 して 培養 した場合や フ ィ ー ダ ー 層 を C O S-7細胞に 代替 した 場合に は
認め られ な か っ た ･ ア ス ト ロ サ イ トか ら調製 した細胞外基質(extr a c ellular matrix, E C M)ほ 内皮細胞 T-G T P を部分的に 誘導
した ･ ア ス ト ロ サ イ ト に よ る r- G T P活性の 増大は当該酵素蛋白を コ ー ドす る m R NA レ ベ ル の 増大に よ る こ と が逆転写 - ポ リ
メ ラ ー ゼ 連鎖反応(re v ers etr a n s criptio n-P C R, R T-P C R) 法で 明 らか に され た . ま た , ア ス ト ロ サ イ ト と接触培養 した 内皮細胞
で は , ト ラ ン ス フ ェ リ ソ レ セ プ タ ー (tr a n sfer rin r e c eptor), P 糖蛋白(P-glyc opr otein, P-g p), T型 グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー
タ ー (glu c o setr a n sporter-1, G L U T-1) とい っ た 血 液脳 関門関連遺伝子群の 発現も著 しく増大 して い た . さ らに , ア ス ト ロ サ イ
トと の 接触に よ り 内皮細胞間に 有意 に 結合装置(ju n ction al de vice)が 形成 され , 細胞内の ミ ト コ ン ド リ ア (mito cho ndria)の 数
が増加す る こ とも電子顕微鏡 で 観察 され た . さ ら に 拡散チ ャ ン バ ー を 用 い た物質移送 ア ッ セ イ で , 内皮細胞が ア ス ト ロ サ イ ト
と の 接触培養に よ りイ ヌ リ ン (in ulin) に 対す る障壁能 (barrier a ctivity)を 獲得する こ と が見い 出され , こ の 障壁能 に ほ 生理 的
極性も保持 され て い た , した が っ て , 本研究に よ り , ア ス ト ロ サ イ トほ 細胞間の 接触 を介 して 非脳型血管内皮細胞を脳型 へ と
誘導す る ト ラ ン ス 分化能(tr a n s-differ e ntiatio n)を有 し , 血液脳 関門を含む脳 血 管内皮細胞特異形質の 誘導 , 維持に 関わ っ て い
る こ とが 明 らか に され た .
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血管内皮細胞は機能お よ び構造上 の 多様性を有 し, 臓器 ねよ
び組織に よ り様 々 な 特性を示 す . 特に 脳 毛細血 管内皮細胞ほ 血
液脳関門(blo od-br ain barrier, B B B) で知 られ る特異形質 を有
し, 特殊環境 で あ る脳の 恒常性(ho m e o sta sis) 維持に 重要 な役
割を はた して い る と考え られ るl ト7}. 主 な脳 血 管内皮細胞特異
形質と して ほ以 下の もの が挙げ られ る . 1) 脳血 管内皮細胞ほ
完全に 連続 した 基底膜(base m e nt m e mbr a n e) を有 して お り ,
有窓形成(fe n estr atio n) が見 られ な い . また , 内皮細胞間隙に
ほ 閉鎖帯(tightju n ctio n)が 存在す る6}
～ "
. 2) 物質輸送に 関係
する飲み込み小泊(pin o cytotic v esicle) は正 常状態で は きわ め
て少なく , 蛋白な どの 透過性 を制御 して い るl)g). 3) ガ ン マ グ
平成 7年12月15 日受付, 平成 8年2月 8日受理
A bbreviatio ns :A L P, alkalin e phosphatase;B B B,
ル タ ミ ル ト ラ ン ス ペ プチ ダ ー ゼ (ga m m a-gluta myltra n speptida-
Se, T-G T P)3)4)10 州 ), ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ (alkalin e
phosphatase, A L P)岬1
2) な ど多種の 酵素を多量に 含 ん で い る .
4) 脳血 管内皮細胞 を通過す る脳 へ の 物 質輸送 ほ 単純拡散
(pa ssiv ediffu sio n) よ りも能動輸送(a ctiv etransport)に よ るも
の が 大部分で , 脳に おけ る必須の 栄養素 に は 各々 固有の 輸送坦
体(tra n sporter)が存在 して い る15)16). 5) 細胞当り の ミ ト コ ン ド
リ ア 数ほ 他臓器の 血管内皮細胞に 比 べ て 約 3 ～ 5倍多い . こ れ
は脳血 管内皮細胞に おけ る A T P要求性 と代謝活性の 高さ を示
して い るIT). これ らの 脳血 管内皮細胞特異形質は中枢神経系の
発生 に 伴 っ て 獲得 され , 出生時 に は 十分に機能 して い ると い わ
blo od-brain barrier; bp, bas epair(s);BSA,.bovine s e ru m
albu min; D M E M, Dulbec co
,
s m odified Eagle mediu m; E CGS, e ndothelial cellgro wth sup ple me nt; E C M,
eXtra ce11ular m atrix;F BS, fetalbo vin e se ru m ; T- G T P, ga m ma -gluta myltran speptidase; G F A P, glial fibrillary
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れ て い る18 ト 加)
脱毛細血 管は l 内皮細胞 (e ndothelialc ell), ア ス ト ロ サ イ ト
(a stro cyte), 周皮細胞(pericyte), ニ ュ ー ロ ン (n e ur o n), 基底膜
か ら構成 され る21). なか で も , ア ス ト ロ サ イ ト は足 突起 (fo ot
pr o c e ss es)を 内皮細胞に 向か っ て 伸ば し, こ の 足突起末端は布
状 に 広が っ て 毛細血 管周囲を覆う と ともに 内皮細胞 の 基底膜と
強国に 付着す る . こ の よう な解剖学的な関係か ら ア ス ト ロ サ イ
ト よ り出され た シ グナ ル も しくは 液性因 子 に よ り脳血 管内皮細
胞特異形質 が誘導 され て い るの で ほ な い か と従来推測 され て き
た3 トT)tO)1 川 3)18). しか しなが ら, こ の 概念ほ想定 され る ア ス ト ロ サ
イ ト の 役割 を検証する た め の 適当 な試験管内モ デ ル (in もitr o
m odel)が な い こ とか ら , 未だ証明を み る に 至 っ て い な い .
本研究 で ほ ▲ ア ス ト ロ サ イ トの 血 管内皮細胞 へ の 作用 を 直接
試験管内で 解析す る こ と を 目的と して , ラ ッ ト胎児脳 よ り初代
培養 した Ⅰ型 ア ス ト ロ サ イ ト と非脳塑血管内皮で ある ヒ ト臍静
脈内皮細胞の 共存培養系を確立 し, 前者が後者 に 脳血 管内皮細
胞特異形質を誘導 しう るか どうか を γ- G T P神川0 卜 1
4)
, ト ラ ン ス
フ ェ リ ソ レ セ プ タ ー (tra n sferrin r e c eptor)
22)
, P 糖 蛋 白
(P-glycoprote主n, P-gp)23), Ⅰ 型 グル コ N ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー
(glu c o setra n sporter-1, G L U T-1)
2 脚
とい っ た B B B関連遺伝子
や閉鎖帯形成を含む超徴構造8 卜8), さ ら に ほ イ ヌ リ ソ に 対す る
障壁活性を指標l町に 検討 した . こ の 結果 , ア ス ト ロ サ イ ト は 内
皮細胞と の 接触を介 して これ らすべ て の B B B機能を誘導 しう
る こ と が 見い 出され た .
材料 お よび方法
Ⅰ . 細 胞
1 . 血 管内皮細胞
血管内皮細胞 は ヒ ト臍静脈よ り既述の 方法に よ り初代培養 し
た28). 細胞ほ15% 牛胎児血清(fetal bovin e s er u m, F B S) (Cell
Cultur eLabo rato rie s, Cle v ela nd, U S A), 100 U/ml ペ ニ シ リ ン
A
(和光純薬 , 大阪), 100鵬/ml ス ト レ プ ト マ イ シ ソ (和 光純薬),
75Jlg/ml 内 皮 細胞増 殖用 添加物 (endothelial c ellgr o w
Sup Ple m e nt, E C G S) (Collabor ative Res e ar ch, Bedford, U S A),
25JLg/ml ヘ パ リ ン (sigm a, St.Lo uis, U S A) を含 む RP M I1 640
培地(G ibc o, Gla nd Island, U S A) と1 9 9培地 (m ediu m 199




m ediu m1 99) ( Gibc o)を 等量混合 した培
地に て維持 し, 実験 に は 8 ～ 14継代目 の 細胞を 用 い た . 95% 以
上 の 細胞 が ア セ チ ル 化低密度 リ ボ 蛋白(lo w de n sitylipoprote-
in, L D L) 取り込み能を有 し , 血 管 内皮細胞 と同定 さ れ た (図
1一丸 B).
2 . ア ス ト ロ サ イ ト
胎生16～ 18日 目 の Spragu e-Da wley 系ラ ッ ト胎児脳よ り既述
の 方法に て ア ス ト ロ サ イ トを 初代培養 した27). 培養 化 した 細胞
は20% F B S, 100 U/ml ペ ニ シ リ ン , 100pg/ml ス ト レ プト マ イ
シ ソ を含 む ハ ム F-10 培地(Ha m
'
s F-10m ediu m) (日水製薬.
東京)に て 2 日 間静置培養 した 後 , 16 % F B S,1 00 U/mlペ ニ シ リ
ン , 10恥g/ml ス ト レ プ ト マ イ シ ン を含む ハ ム F-10培地に 交換
して 約1週間維持 し, 実験に 用 い た . 95% 以上 の 細胞が , グリ
ア 線維酸性蛋白 (glial fibrilary a cidic pr otein, G F A P) 陽性で ,
A 2 B5 陰性 で あ る こ と か ら Ⅰ 型 ア ス ト ロ サ イ ト と同定され た
( 囲トC).
3 . C O S-7 細胞
ア フ リ カ ミ ドリザ ル の 腎臓上 皮由来細胞株 であ る C O S て細
胞28)を 10 %F B S,1 00 U/ml ペ ニ シ リ ン , 100FLg/mlス ト レ プ ト マ
イ シ ン を 含 む ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 (Dulbec co
'
s
m odified Eagle m ediu m, D M E M)( 日 水製薬)に て維持 した . 当
細胞株 は 理化学研究所細胞銀行か ら分与され た .
Ⅲ . 共 存培養系 の作製
初代培養 ラ ッ ト胎児脳 ア ス ト ロ サ イ ト と ヒ ト臍静脈内皮細胞
を用い , 図2 に 示 す 2種類 の 共存培養系 を作製 した . す なわ
ち ｡
一 つ の 系 で は 図 2-A の 如く l 孔 径が 3仇Jm の セ ル カ ル
Fig･1T Hu m a n u mbilic al v ein e ndothelial c ells a nd r atfetal c erebr al astr o cyte sin c ultu r e. (A) P ha s e c o ntra st micr ogr aph of
hu man u mbilic al v ein e ndothelialc ells･ (B)Staining of endothelialc ells inthe s a m efieldwith a c etylated L D L labe11ed with l,
1
'




-tetra m ethylindo c arbo cya nin e perchlor ate. (C) Staining of rat fetal c er ebr al a str o cytes with a
m o n o clo n ala ntibody a･gain st glial fibrilla ry a cidic pr otein . Bar s, 50/上m ,
acidic protein; G L U T-1
'
, glucose tr a nsporter-1;.H B S S, Ha nk
'
s b alan ced s alt s olutio n; L D L, low de nsity
lipoprotein; P B S, phosphate -buffered saline; P-g p, P-glycopr otein; R T-P C R, reV erS e tra n S Cription-P CR;
SS P E, S aline sodiu m phosphate ethylen ediamine tetra a c etic acid
ア ス ト ロ サ イ ト に よ る脳血 管内皮細胞特異形質 の 誘導
伽 祀ぬCg班 和 毘gゐダggg
C
チ ャ ー イ ン サ ー ト (c ellc ultur ein s ert, Falc o n, 3091) (Be cto n
Dickin so n, Lin c oln Park, U S A)の ポ リ エ チ レ ン テ レ フ ト レ ー ト
膜の 片方の 面に ア ス ト ロ サ イ ト を 4×1 06 個播 い て 接着 させ た
軋 ヒ ト臍静脈内皮細胞を別面に 2×1 0
5
個 播い て 共存培養 を
行っ た . こ の 系で ほ , ア ス ト ロ サ イ ト の 足突起が 3.恥 m の 孔を
通過して 内皮細胞と直接の 接触 をも つ こ と が 期待 され る . 実
阻 足突起 を介する両細胞種の 接触 が電子顕微鏡に よ る観察 で
確認され た (図2-C). も う 一 つ の 系 で は 2×105個 の 内皮細胞を
孔径 が 0.45即m の セ ル カ ル チ ャ ー イ ン サ ー ト (Falc 吼 3090)
(Becto nDickinso n) の 膜上 に , ア ス ト ロ サ イ トほ 6穴の マ ル チ
ウ ェ ル セ ル カ ル チ ャ ー プ レ ー ト (m ultiw ellc e11c ultur eplate,
Falco n, 3502) (Be cto nDickin s o n)上 に ウ ニ ル 当り 8×1 06 個播
き , 両者の 接触 を阻止 した 条件下 で 共存培養 を行 っ た ( 図
2-B). な お , ア ス ト ロ サ イ ト培養用 セ ル カ ル チ ャ ー プ レ 岬 ト お
Wf 班∂αよCb柁ぬCg




Fig ･2･ Sche m atic diagra m s illu strating the
"
Co ntact







O Cyte C O- C ultur e sy te m s. (C) Tra n smis sion ele ctro nmic ro-
gr aph de m o n strating a n a str o cyte e ndfo ot m aking co ntact
With E Cthr o ugh a 3.0-Pm POre Of the polyethyle ne
ter ephthalate m e mbr an e. In the
"
Co nta ct with Fe et
"
SySte m, Si mi1ar obs ervatio n s w er e obtain ed with m ost
S e Ctio ns that tr a v ers ed the por e s, A, a StrO Cyte; E C,
e ndothelialc eIl; M, m e mbra n e. Bar, 3/上m .
よび ポ リ エ チ レ ン テ レ フ ト レ ー ト 膜 ほ あ ら か じめ ポ リー D-リ ジ
ン (poly-D-1ysin e br omi de, 分 子 量 30, 00～ 70,000) (Sigm a)
1恥g/mlに24時間浸 した 後さ ら に24時間乾燥 させ て , コ ー テ ィ
ン グ した もの を用 い たg). C O S-7 細胞フ ィ ー ダ ー 層は ア ス ト ロ
サ イ トと 同様に 調製 した . い ずれ の 系で も, 共存培養系時に ほ
ヒ ト臍静脈内皮細胞用培地 を使 用 し, 培地交換は48時間毎 に
行 っ た .
Ⅲ . γ -GTP 酵素活性測定
共存培養後内皮細胞を0.25% ト リ プ シ ン ( GIB C O) で膜か ら
剥が した後 , あ らか じめ 水冷 し て お い た ハ ン ク ス 液 (Ha nk
'
s
bala n c ed s alt s olutio n, H B S S) (日 水製薬) に て 3回 洗浄し , 分
析 まで-80 ℃に 保存 した , T,-G T P酵素活性 は Casper らの 方法
に 従 っ て 測定 し だ
9)
. すな わ ち , グ ル タ ミ ル サ ニ ト ロ ア ニ リ ド
(gluta mylサ nitr o a nilide) を基質と して 波長 410n m に お け る 吸
光度か ら生成 p-ニ ト ロ ア ニ リ ン (p-nitro a nilin e)量を 求め , 37 ℃
で 1分間当り 1n m ol の p-ニ ト ロ ア ニ リ ン を合成す る活性 を l




バ イ オ ラ ッ ドプ ロ テ イ ン ア ッ セ イ キ ッ ト(BioLRadpr otein
ass ay) (Bio-Rad, Richm o nd, U S A) を 用い て , 595n m の 波長に
お け る 吸 光度 か ら 算定 し た . こ の 際 , 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン
(bo vin e s er u m albmin, B S A) を標準と した .
Ⅳ . 細胞外基質 , お よび 調節培地の調製
Schorらの 方法に よ り31)32), ア ス ト ロ サ イ ト由来の 細胞外基質
(e xtra c ellular m atrix , E C M)を調製 した . 初代培養ラ ッ ト 胎児
脳 ア ス ト ロ サ イ トをあ らか じめ ポ リ デ ィ ー リ ジ ン に て コ ー ト し
た フ ラ ス コ (Falc o n, 311 0) (Be cto nDickinson)に て コ ン フ ル エ
ソ ト と な る ま で 培 養後 , 10†□ M リン 酸 緩衝 生 理 食 塩水
(pho sphate-buffer eds alin e, P B S)(pH 7.4)に て 洗浄 し, 0.02 N水
酸化 ア ン モ ニ ウ ム (和光純薬)を加え て室温 で 約1 0分間の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た ∴溶解 また ほ浮遊 した細胞を ピ ペ ッ テ
ン ダ に て 除去 した 後, P B Sに て 2 回洗浄 し, フ ラ ス コ 底に 残存
した物質を ア ス ト ロ サ イ ト由来 E C M と して用い た . また , 対
照 と して 用い た C O S-7 の E C Mも同様 に 調製 した . これ ら の
E C M上 に 内皮細胞を播き , コ ン フ ル エ ソ ト とな るま で培養後,
260
γ-G T P酵 素活性 を測定 した . ま た , 内皮細胞 を マ ト リ ゲ ル
400/唱/ml(M atrigel, Collabor ativ eRes e ar ch), Ⅳ塾 コ ラ ー ゲ ン
100JJg/ml(Collage nty pe Ⅳ,Colaborativ eRese ar ch), フ ァ イ ブ
ロ ネ ク テ ン 1 0FLg/ml(Hu m a nPla s m aFibr o n e ctin, Upstate
Biote chn olog yIn c o rporated,LakeP la cid, U S A), ポ リ ーD-リ ジ ン
10pg/ml(Sigm a)で そ れぞれ コ ー ト した フ ラ ス コ で 4 日間培養
後 , r-G T P酵素活性を測定 した .
調節培地 を 得る た め , サ ブ コ ソ フ ル エ ソ トの 状態に ある ア ス
ト ロ サ イ ト を P B Sに て洗浄 した後 , 15%の F B Sを 含む新鮮な
R P M I 1 640/M 柑9混合中 で4 8時間培養後 , 培地 を 回 収 し ,
1,600rpm 1 5分間の 遠心上 清を - 20 ℃に 冷凍保存 した . 使用 直
前に 解凍 し , 15%の F BSを含 む新鮮な R P M I 1 640/M 199混合
培地 と 1 : 1 に な る よう に 混合 し, 孔径 0.22J上m の フ ィ ル タ ー
(M IL L E X-G V) (M illipor e, Bedford, U S A)を 用 い て ろ過 し, こ
れ を ア ス ト ロ サ イ ト 由 来調節 培地 (astr o cyte c o ndito n ed
m ediu m) と した .
Ⅴ . ポ リ (A)
+R N Aの 分離
共存培養を終え た 内皮細胞を0.25% トリ プ シ ン に て 分散 し,
氷冷 した P B Sに て 3 回洗浄 した . P B S を完全に 取 り除い た後
の 内皮細胞か ら Quick Pr ep mR N A精製 キ ッ ト (P harm a cia,
Up ps ala, Sw eden) を用い て ポ リ (A)+R N Aを分離 し だ 3) .
Ⅵ . D N Aの化学合成
代表的な B B Bマ ー カ ー で ある γ-G T P, ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ
セ プ タ ー , P-g p, G L U TTl をコ ー ドす る mR N Aに 特異的な プ
ライ マ ー . プ ロ ー ブ と して 以下の オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ
チ ドを 設計 し, フ ォ ス フ ォ ア ミ ダ イ ド法に よ り D N A合成装置
モ デ ル 392(Applied Bio syste m s, C A, U S A)を用 い て 化学合成
した . 合成 した オ リ ゴ マ ー の 精 製 に ほ O P Cカ ラ ム (Applied
Bio syste m s) を用 い た . プ ラ イ マ ー の 配列は T-G T Pm R N A 上
流 プ ラ イ マ ー ( 以下, U) が (5
'
-A T C G C G T C C A C C T C A T C G-
3
'
) (cD N A塩基番号 493-511), r-G T Pm R N A下流 プ ラ イ マ ー
(以下, D) (5
'
-C C C A A A G T C C T C T T C C T C A-3
'
)(651-6 69)3 珊 ,
ト ラ ン ス フ ェ リ ン レセ プ タ ー m RN A-U(5
'
- G T G A C C C T T A C-
A C A C C T G G A-3
'
) (11 80-11 99), ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー
mR N A-D(5
'
-T C C C T C T A G C C A T T C A G T G G-3
'
)(1 65 ト1 670)36),
P-g P mR N Ap U(5
'
-C C C A T C A T T G C A A T A G C A G G-3
1
)(3020-
3039), P-g p m R N A-D(5
'
-G T T C A A A C T T C T G C T C C T G A-3
'
)
(31 57-31 76)3T), GL UT-1 m R N A-U(5
'
LTCT G G C A T C A A C G C T-
G T C T T-3
'
) (1 032-1051), G L U T-1 m R N A-D (5
'
-AGC A-
C A T G C C C A C A A T G A A A-3
'
) (1424-1443)a8), 内 部 プ ロ ー ブ
(inter n alprobe) の 配 列ほ T-G T P内部 プ ロ ー ブ (以下 , Ⅰ) が
(5
'
-T A CT G A T T G C T C C A G G C A G A-3
'
) (622-641), ト ラ ン ス
フ ェ リ ン レ セ プ タ ー ーⅠ(5
'
- T G T G A A G C T C A C T G T G A G C A-3
1
)
(1379-1398), Pg p-Ⅰ (5
'
- G G C G C TG G G A A G A T C GC AC-3
'
)
(3098-31 17), G L U T-1 Ⅰ(5
'
- T T C T T T G A A G T G G G T C C T G G-3
'
)
(1311-1330)と設定 した . ヒ ト β- ア ク チ ン (β-a Ctin) mR N Aに 対
す るプ ラ イ マ ー (a ctin- U, aCtin -D), プ ロ ー ブ(a ctin-Ⅰ)の 配列ほ
文献 39) に 従 っ た .
Ⅶ . 定 量 的 逆 転写 - ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (r ev er s e
tra n scriptio n- P C R, R T- P C R) と増幅産物 の サ ザ ンプ
ロ ッ ト分析
Ge n eAm p RNA PCR Kit(Perkin -Elm erCetu s, No r w a.1k,
U S A) を用 い , まず ポ リ (A)+R N A を鋳型と して逆転写酵素に
て cD N Aを 合成 し , つ い で各 m R NA に 特異的な プ ラ イ マ ー を
用 い て Taq D N A ポリ メ ラ
ー ゼ に て cD N A断片を増幅 した40}.
反応 に ほ DNA サ ー マ ル サ イ ク ラ ー (Perkin-Elm e rCetu s) を使
用 した ･ P C R反応度物を 2% ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電気泳動し,
ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー (ハ イ ポ ソ ド N' , Am er sha m, Bu ck inghaL
m shir e, U K) に 転写後 , U V ス ト ラ タ リ ン カ ー 24 00(Str atage-
n e, LaJo11a, U S A)を 用 い て フ ィ ル タ ー に 波長 254n m の 紫外線
を120ミ リ ジ ュ ー ル 照 射 し D N A を固定 した . つ い で , フ ィ ル
タ ー を50%ホ ル マ リ ン , 5 ×食塩 - リ ソ 酸 ソ ー ダ エ チ レ ン ジ ア
ミ ン 四 酢 酸 液 (s alin e s odiu m pho sphate ethyle n edia min e
tetr a a c etic a cid, S S P E), 5 × デ ソ ハ ル ト 液 (0.1%ポ リ ビ ニ ー
ル ピ ロ リ ド ン , 0 .1% ウ シ ア ル ブ ミ ン , 0 . 1% フ ィ コ ー ル),
1 % S D S,500pg/ml変性 サ ケ 精子 D N A(Sigm a)か らな る溶液中
で50℃ , 4時間プ レ ハ イ プ リ ダ イ ズ さ せ た後 , 5 0%ホ ル マ リ
ン
, 5×S S P E, 5 × デ ン ハ ル ト液 , 1 % S D S,500FLg/ml変性サ ケ
精 子 D N A,
32
P 標識オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 1 0pm olから
な る溶液中 で50 ℃, 1 6時間 ハ イ プ リ ダイ ズ させ た . プ ロ ー ブ標
識に は よ D N A 5
'
末端標識キ ッ ト(宝酒造, 京都)と【r-32P]ア デ
ノ シ ン 三 リ ソ 酸 (N E N Re se a.ch Pr odu ct, W ilmingto n, U SA)を
使用 した . ハ イ プ リダ イ ゼ ー シ ョ ソ 後 , フ ィ ル タ ー を 2×SSC,
0.1 % S D Sに て 室温 で20分間 , 1 回 , つ い で 0.5× S S C, 0.1 %
S D Sに て 室温 で20分間 , 1 回洗浄 し, - 80 ℃ で オー ト ラ ジオ グ
ラ フ ィ ー を 行 っ た . さ らに バ イ オ イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー F UJIX
B A Sl OOO(富士 , 浜松) に で 2P 放射活性を測定 した 相 .
Ⅷ . 経 内 皮 透 過 性試 験 (tr a n s e
■
ndothelialpe r m e ability
a ssay)
Gr a ssら の 方法 に 従 い 42) , 内皮細胞 を介 した 移送 ア ッ セ イ
(per m e ability a s a sy)を 行 っ た . これ に 先だ っ て , ア ス ト ロ サイ
ト ー 内皮細胞の 接触培養系 で は ! 孔径 3.0/上m の ス ナ ッ プウ ェ ル
(Sn apw elI, 9350)(Co star, Ple a sa nto n, U S A) 膜裏面に ア ス ト
サ イ ト を 培養化 した 後 , 同 じ面 の 表面 に 内皮細胞 を播き ,
15 % F B Sを含 む R P M I1640/Mediu m199培地 に て 4 日間共存培
養 した . 非 接 触培養系 で は膜表面 に 内皮細胞を播い たス ナ ッ
プウ ニ ル を , あらか じめ ア ス ト ロ サ イ ト を 播い て お い た プ レ ー
ト 内に 移 して 共存培養 した . 共存培養後, 膜に 内皮細胞が付着
して い る こ と を確認 し , ス ナ ッ プ ウ ェ ル を ク レ ブ ス ･ リ ン ガ ー
緩衝液(Kr ebs-Ringer
'
s bio carbo n ate buffer, pH7.4) で リ ン ス
後 , 温水湾流 に よ り37 ℃に 予熱 して おい た 移 送 拡 散 研究 用
チ ャ ン バ ー シ ス テ ム (Co sta r) に 装着 した . 装 着 後直 ちに , あ
らか じめ37 ℃に 暖め て お い た ク レ ブ ス ･ リ ン ガ ー 緩衝液を供給
側お よ び受容側の 両 側の チ ャ ン バ ー に 8mlず つ 加え た後 , 95%
02, 5 % C O2 で バ ブ リ ン グさ せ て 同液を 据拝 させ た , 20〃Ci/ml
の 濃度 で [3H】イ ヌ リ ン (260m Ci/g, N E N Re se ar ch Pr odu ct)
を , 10pCi/mlの 濃度 で[14C】 ブ タ ノ ー ル (1.01m Ci/m m ol, NE N
Re se ar ch Pr odu ct)を 供給側 の チ ャ ン バ ー に 加 え , 30分後に
受容側 よ り 1ml, 60分後 に 両側チ ャ ン バ ー よ り Iml ず つ 採取
し, 各 々 全量を 10ml 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ク テ ル と 混和





(d C/dt, 1秒間に ス ナ ッ プ ウ エ ル を 通過す る RI値(dpm/
ml/s e c);Ⅴ,受容側 の チ ャ ン バ ー の 容量(ml); A, ス ナ ッ プウ エ
ル の 膜面横(c m2); Co, 供給側の チ ャ ン バ ー の 最 初 の Ⅲ 濃度
ア ス ト ロ サ イ トに よ る脳血管内皮細胞特異形質の 誘導
(dpm/ml)･ )
バ リア ー 活性ほ【
3H】イ ヌ リ ソ に つ い て の P の 値 を【
1`C】ブ タ
ノ ー ル に つ い て の P の 値で 険 したも の を 内皮細胞単独 の 場合
を100 とした相対値で表現 した ･
Ⅸ . 電子顕祷鏡に よ る観察
共存培養後 , セ ル カ ル チ ャ イ ン サ
ー トの ポリ エ チ レ ン テ レ
フク レ ー =漠を P B Sに て 洗浄 し, 1% の カ コ ジル 酸ダ ル ク ル
アル デ ヒ ドで 1時臥 後固定 し, シ ョ 糖溶液 に て 洗浄 した ･ さ
らに , 2%四 酸化 オ ス ミ ウ ム を 1時間反応 させ た 乳 ア ル コ
ー
ル 系列お よび プ ロ ビ レ ソ オキ サ イ ドに て 脱水 した ･ そ の 乱
エ
ボン 樹脂に 包埋 し , 1〟m の 薄切切片を作製 した ･ ト ル イ ジ ン ブ
ル ー 染色に て光顕的 に 観察 して超帝都位を選定軋 薄切切片か
ら超薄切片を作製 した . 超薄切片は ウ ラ ニ ー ル と酢酸鉛 で 2重
染色し, =
-600型電子 顕敏鏡(日立 製作所 , 日 立) に て 観察 し
た.
成 績
Ⅰ . ア ス トロ サイ ト ー 内皮細胞共存培養系 の確立
Gr ｡bstein らの 提唱 した誘導観織(indu cing tiss u e)と 応答魁
織(co mpete nt r e spo nding tis su e) 間の 近 接組織間相 互 作用
(
･･
pro xim ate tis;u einter actio n s
"
)の 様式43}
～ 45}に 基 づ き, 筆者は














































用 い た 2種 の 共存培養系を確立 した . そ れ ら の 模 式図 を 囲
2-A お よ び-B に 示 した . 接触共存培養系(
``
Co nta ct thr o ugh
Fe et
"
m odel) でほ , 直径 3.OFLm の 孔 を有す るセ ル カ ル チ ャ ー
イ ン サ ー ト の メ ソ ブ ラ ン の 片方 の 面に 内皮細胞を , さらに もう
片方の 面に ア ス ト ロ サ イ ト を培養 した (図2-A). こ の モ デル
ほ t Gr obstein らの 細胞間接触 モ ー ド (
"
c eIl-tO- C e11c o nta ct
"
m ode)に 基づ い てお り, ア ス ト ロ サ イ トの 足突起が 3.恥 m の 孔
を通過 して 内皮細胞 と直接の 接触を持 つ こ とが でき , 両 者 の 細
胞 の 接触に よ る影響を見る こ と に な る , も し こ の モ デ ル で 内皮
細胞 に なん らか の 変化が 誘導 されれば, こ の 誘導 にほ ア ス ト ロ
サ イ トの 細胞表面も しくは細胞外基質に 結合 した こ と に よ る シ
グナ ル が関与 して い る可 能性 が強 い , 電子原敬鏡 に よ る観察
で ∴接触共存培養系 で は実際ア ス ト ロ サ イ トが 足突起 を介 して
内皮細胞と接触 して い る こ と が確認 され た ( 図2-C). もう 一 方
の モ デル ほ非接触共存培養系(
"
witho ut Co nta ct
"
m odel) と し
て , 0.45〟m の 孔を 有するセ ル カ ル チ ャ ー イ ン サ ー ト の メ ソ ブ
ラ ン 上 に 内皮細胞を , さ らに セ ル カ ル チ ャ ー プ レ ー ト 上 に ア ス
ト ロ サ イ ト を培養 した (図2-B). こ の モ デ ル は Grobstein らの
液性国子の 拡散モ ー ド(
`'
diffu sion of soluble sign als
"
m ode)に
基づ い てお り , 両細胞種間 の 物理 的接触 を妨げ て い る こ と か
ら , ア ス ト ロ サ イ ト 由来の 液性因子 の 影響の みを み る こ と に な
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Fig.3. Indu ctio n of T-G T P in E C by c ontacting a stro cytes. (A)T-G T Pa ctivity in E Cc o-C ultur ed with astrocytes･ Fo urdays
after c o- C ultu r ein the
"




Co nta ct thr o ugh Fe et
''
syste m s, E C w er e as s ayed for T
- GT P a ctivity a s
des cribed under M aterials a nd Methods. T he v alu e s ar e e xpr es s ed a s 豆 士S D(n = 4～ 5) a nd r elated to the v alu efor E C
C ultur ed alo n e. 脇, C O- C ultur e with a str o cyte s; □, C O- C ultu r e with C O S-7 c ells; High-pOre de n sity, COrC ultu re u sing a c e11
C ultur ein s ert which ha s2.5イold higherde n sity of 3.OTFLm pOr eS. *a nd NS, p<0.01and n otsignific a nt. r espe ctiv ely, a n alyz ed by
Student
'
s t te st. T hr e e s epar ate e xperim e nts ga v e similar r esults . (B) Tim e c o ur s e of a str o cyteindu ctio n of E CT- G T P･ E CL
W er ehar v e sted at the indic ated tim epoint a nd a ss ayed forTq GT Pa ctivity. The a stro cytefe ederlaye r w a s r e m o v ed on day 4
With a c ells cr aper. T he v aIu es are e xpr ess ed a s 意 土S D(n = 3) and reIated to the v alu e witho ut c o- C ultu re o n e a ch day･ * ,
p< 0･ 1, analyz ed by Stude nt
'
s t te st. - ○ - , E Calo n e; 一 鰯 - , Conta ct thro ughFe et; 一 軍 ー , Co nta ctthro ugh Fe et(r e mov al
Of astro cyte s o nday 4); - ◎ - , witho ut Co nta ct; - ◎ r without Conta ct(r e m ov alof a,StrO Cyte S O nday 4)･ A G, aStr Oglia =
astr ocyte s.
262
(instr u ctiv e)か 受動的(pe rmis siv e) か を判定す るた め に , コ ン
ト ロ ー ル 細胞 と して C O S-7 細胞 を用 い た .
Ⅱ . ア ス ト ロ サイ トとの接触増養 による内皮細胞 r- G T P の
誘導
まず , こ れ ら の 2 つ の モ デ ル で , ア ス ト ロ サ イ ト と共存培養
した 内皮細胞 の r-G T P活性を 測定 した ∴対照 と して ア ス ト ロ
サ イ トの 非存在下に 純培養 した 内皮細胞と C O S-7 細 胞 と 共存
培養した内皮細胞を用い た . T-G T P ほ代表的な B B Bマ ー カ ー
の 一 つ で , そ の 脳血 管内皮細胞に おけ る生理 的役割 と して は ,
1) ア ミ ノ 酸能動輸送 と共役 して r-グ ル タ ミ ル 基 転移反応
(tran speptidatio n) を触媒す る こ と
46)
, 2) 血管透過性 を上 昇 さ
せ る ロ イ コ ト ル エ ン C4(le ukotrie n eC4)を 不 活性型であ る ロ イ
コ トル エ ン D 4(le ukotrie n eD 4)に 変換 して 脳微小環境を保護す
る こ と4丁)が知 られ て い る .
園 3-A に 示す よう に , 内皮細胞 の T-G T P活性は 接触共存培
養系で有意に 上 昇 し, 非接触共存培養系で は明 らか な 変化は認
め られ なか っ た . ア ス ト ロ サ イ t と 4 日間接触培養 した 内皮細
胞の γ-G T P活性は単独培養 した 内皮細胞 に 比 し約 3倍高く ,
さ らに 3.恥 m の 孔 の 密度を2.5倍 に 増加 させ る (高頻度孔接触
共存培養系 ,
``
H igh po rede n sity
"
m odel) と約 5倍 に ま で 上 昇
した (図 3- A). また , C O S-7細胞を ア ス ト ロ サ イ † の 対照 と し
て 用い た 群で は t い ずれの 共存培養系でも有意な r-GT P活性
の 上昇は 認め なか っ た (図3-A).
つ ぎに , ア ス ト ロ サ イ ト と 共存培養 した 内皮細胞 に お け る
T-G T P活性の 経時変化を調 べ た ( 図3-B). 接触 共存培養系に お














値ほ5 ～ 6 日目ま で 次第 に 上 昇を 続けた後 , ピ ー ク に達 した.
と こ ろ が , 共存培養開始後 4 日目に ア ス ト ロ サ イ ト を膜裏面か
ら除く と , 内皮細胞 r-G TP 活性ほ次第に 下降す る こ とが 見い
出 され た ･ 一 方 , 非接触共存培養系で は , ア ス ト ロ サ イ ト層除
去前後 で内皮細胞 γ- G T P活性 に 有意な変化 は なく , 内皮細胸
を単独で培養 した 場合 の 経時変化 と ほ と ん ど変 わ ら なか っ た ,
ア ス ト ロ サ イ ト と の 接触培養 で 観察 され た 内皮細胞 r-G T P
活性の 誘導 が , Grobstein の い う細胞外基質に よ る 誘導 モ ー ド
(
"
indu ctio nby e xtra c e11ular m atrix
"
m ode)に よ るか どうか を調
べ るた め , ア ス ト ロ サ イ ト か ら調製 した E C M上 で 内皮細胞を
4 日間培養後 T-G T P活性 を測定 した . そ の 結 果, 図 4-A に 示
す よう に , ア ス ト ロ サ イ ト由来 E C M は内皮細胞 γ-G T P活性
を約80% 増大さ せ た . ま た , ア ス ト ロ サ イ ト E C M自体の
r- G T P活性 ほ測定限界以下 で あ り , ア ス ト ロ サ イ ト の 調節培
地 は内皮細胞 γ-G T P活性に は ほ と ん ど影響を 及 ぼ さな か っ た
.
C O S-7細胞由来 E C M に は有意な T-G T P誘導効果ほ認め られ
ず , ア ス ト ロ サ イ ト E C Mの 構成成分 と して 記載 され て い る珊
ラ ミ ニ ソ (Ia minin), 4塾 コ ラ ー ゲ ン (c ouage nty pe Ⅳ), さ らに
他の E C M成分である フ ァ イ ブ ロ ネ ク チ ソ (fibr o n ectin) や ポ
リrD-リ ジ ン も内皮細胞 T-G T P活性 に影響 を 及ぼ さ な か っ た
(図4-B).
Ⅲ . 血 液脳関門関連遺伝子群の誘導
筆者 ほ つ ぎに , ア ス ト ロ サ イ トに よる 内皮細胞 γ-G T Pの 誘
導が こ の 酵素 を コ ー ドす る mRNA の レ ベ ル の 上昇 よ るものか
どうか を R T-P C R法 で 調 べ た . こ の た め , ま ず , セ ル カ ル














Fig.4. Indu ctio n of T- G T P in E C by E C M. (A)Effe ct of astro cyte-deriv ed E C Mo n E CT-G T P. Conflu e nt c ultu re of E Cw as
in c ubated o n astro cyte-deriv ed E C M 王or4 days, a nd the n pr o c es s ed forr-G T Pas s ay. M , m ediu m. Co ndito n ed m ediu m waS
c olle cted o n day 7 after the prim a ry c ultur e of fetal r at c er ebr al astr o cyte s, and u s ed at 50 %. 咽, CO ntr Ol m ediu m; □,
c o ndito n ed m ediu m. *apd N S, p< 0.01a nd n ot signific a nt, r e SPe Ctiv ely, a n alyz ed by Stude nt
'
s t test. Note that the E C M. but
n ot the c o nditioned mediu m, C a u S ed a signific a nt in c re a sein E Cr-G T P. (B) Co nflue nt c ultu reof E Cwe r ein c ubated o n
S e V er al kinds of ECM 王or 4 days befo reT- G T Pw as m e a sur ed. A upoints r epre s ent 支 ±S D. No signific a nt effects w er
e
re c ogniz ed in e a ch ca s e, Whe n c o mpar ed with c o ntrol by Stude nt
'
s t te st.
ア ス ト ロ サ イ ト に よ る脳血管内皮細胞特異形質の 誘導
(A)
+R N A を鋳型 と して ･ R T-P C R反応条件の 検定 を行 っ た ･
囲 5-A は. 横軸 に 鋳型 R N A量 , 縦軸 に は 増幅産物
の シ グ ナ ル
強度を プ ロ ッ ト した 検 定曲線 で あ る ■ 17 7塩基対 (
ba sepair s,
bp)の T-GT PcD N A断片の 増幅は鋳型 RN A量が 50ng まで
は鋳型量に依存 し て 直線的に進行 し た が , 鋳 型 R N A量 が
50ng を超え る と曲線ほ平坦化 した ･ 次に サ イ ク ル 数依存度を
見る と , 図 5-B に 示 す よう に ･ 1 77bp の γ
- G T PcD N A断片の
増幅は30サ イ ク ル ま で は直線的 に 進行 した もの の35サ イ ク ル 以
降は平射ヒした . した が っ て , 以下の 実験 で ほ定量性を持
つ と
考えられ る鋳型 R N A量 30ng, 増幅 サ イ ク ル 回 数30回 の 条件で
R T-PC R を行 っ た . 対照の βて ク チ ン に つ い て も同様 な増幅曲
線を作成 し, 鋳型 R N A量 30ng, 増幅 サ イ ク ル 回 数20 回の 条件
で コ ン ト ロ
ー ル 反応 の R T-P C R を行 っ た . ま た , こ の 反応 の 陽
性コ ソ ト ロ ー ル と して は ヒ ト肝細胞癌由来 の 細胞株 で あ る
鮎p G2を用 い た
4g)
.
囲6-A は, ア ス ト ロ サ イ トと 共存培養 した 内皮細胞か ら分離
した ポリ(A)
十R N Aを 上 記の 定量的 R T-P C R法で分析 した結果
である . 接触共存培養系に お い て 最も強い シ グナ ル が 得 られ ,
T-G T PmR N Aレ ベ ル は 内皮細胞単独培養時 の 約2･7 ～ 3･ 2倍 に
増大 して い る こ とが 見い 出され た .
一 九 非接触共存培養系で
は内皮細胞の T- G T Pm R N Aレ ベ ル ほ t 内皮細胞単独培養時と
ほぼ同程度であ っ た . した が っ て , 以上 の 結果か ら r
- G T Pの














筆者 は , r-G T P と並ん で 代表的な 脳 血 管内皮細胞 の マ ー
カ ー と さ れ て い る ト ラ ン ス フ ェ リ ソ レ セ プ タ ー t P- g p,
G L U T-1 をコ ー ドす る m R N Aに 関 し て も同様 の 定 量的
R T- P C R分析を行 っ た . ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー は全身 の
ほ と ん どす べ て の 実質臓器乾布在 して い るが , 内皮細胞で の 発
現 ほ脳血管内皮細胞 で 最も高く
22)
, 役割と してほ 脳に お ける 鉄
の 取 り込み や ある種 の 薬剤の B BB 通過 へ の 関与が 報告 され て
い る50). P-g pほ脳毛細 血管の 内腔側に存在 し▲ A T P依存性に脂
溶性薬剤 を排泄 し51) , 細胞の 容硬調節を行うク ロ ラ イ ドチ ャ ン
ネ ル と しても機能する と言わ れ て い る52). G L U T-1 は脳 血 管内
皮細胞に 選択的 に 発現 し, ニ ュ ー ロ ン や グ リ ア 細胞 へ の グ ル
コ ー ス の 輸送 を仲介する
24)25)
. RT-PC R反応の 陽性 コ ン ト ロ ー ル
と し て ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー mR N A お よ び P-g p
m R N Aの 検 出に ほ ヒ ト 腎 臓22)51), G L U T-1 m R N A検出 に は
Hep G2
3B)
を 用い た . T-G T Pm R N Aの 場合 と同様に 検量曲線を
作成 して (図5一九 -B), ト ラ ン ス フ ェ リ ソ レ セ プ タ ー ▲ P-g p,
G L U T-1 mR N Aの 定量域を決定 し, 前 2者の 場合に ほ 30ng,
30サ イ ク ル , G L U T-1 の 場合に は 30ng, 25サ イ ク ル の 条件を 採
用 した .
図6-B に 示 すよ うに 内皮細胞 の ト ラ ン ス フ ェ リ ソ レ セ プ タ ー
m R N Aレ ベ ル は接触共存培養系 に お い て 内皮細胞単独培養時
の4.8～ 6.5倍 に 上 昇 して い た . しか し, 非接触共存培養系で は
ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー m R N Aレ ベ ル に 変化は認め られ
















from hu m an
u mbilic al v ein E Cw as u sed a ste mplate forthe deter min ation of the e xpo n e ntialra nge. Serial dilutionforr
- G T P, tr a n Sferrin
re ceptor, mdr-1 w er e c arried o ut 30cycles, but G L U T-1 w a s25cycle s. Allseque ntialcycIe s w er einitiated with 30ng of poly
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plotted again st te mplate a m o u nt(A)a nd cycle n u mber(B), re Spe Ctiv ely. Radio a ctivites of hybridizato nba nds w er e m e as ur ed
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Fig. 6. Qu a ntitativ eR T-P C Ra.nalysis ofpoly(A)
+R N Asfr o mE Cc ultu r ed with or without astr o cytes. (A)T- G T Pm R N A. (B)
tr a n sfe rrin re c eptor mR N A. (C) mdr-1 m R N A. (D) G L U T-1 m R N A. Thirty ng of poly(A)+R N Aw a s r e v ers e-tr a n SCribed a nd
a mplified by P C R. Pr odu cts w e re ele ctrophore s ed o n2 % agar o s egel, tra n Sfe rred o nto nylo n m e mbra n es and hybridiz ed with
32p-labeled probe s spe cific to re spe ctiv e mR N As. Bar s o nthe right in dic ate the siz e of e a ch produ ct in bas e pairs (bp).
W itho ut Co nta ct; E Cco- C ultu red with a str o cytesbut witho ut c o nta ctbetw e e nthe tw o. Co nta ct thr o ugh Fe et;E Cco-C ultur ed
with a stro cyte s with physica,lc o nta ct. R T(- )indic ate sthe r e a ctio n min u s r e v ers etra n sc riptas e.
Fig. 7. A clo se m e mbr a n e ap po sitio n r es e mbling a z o n ula
o c clude n s(arr o w) betw e e nE Ctha.t ha v e c o nta ct with
a stro cyte s. A, a StrO Cyte; E C. e ndothelial c ell. Bar, 1 pm .
の レ ベ ル も , ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー の 場合 と同様に 接触
共存培養系 に お い て 内皮細胞単独培養時の 3.3 ～ 4 .3倍 に 上昇
し, 非接触共存培養糸 では m R N Aレ ベ ル は影響 され な か っ た
(図 6-C). G L U T-1 m R N Aの 場合に ほ 内皮細胞 の mR N Aレ ベ
ル ほ接触共存培養系 に お い て 内皮細胞単独培養時の 9.0 ～ 11.6
倍に ま で上 昇 し, 分析 した m R N A中最も強い 誘導 を受けて い
る こ と が判 っ た . しか し , G L U T-1 m R N Aの 場合に は非接触共
存培養系 で も内皮細胞単独培養時 の3.2～ 3.4倍 に ま で 上 昇して
い る こ と が観察 された (図6-D).
Ⅳ . 電子顕微鏡的観察
電子轟徴鏡 に よ る観察 で , ア ス ト ロ サ イ トの 足突起 と直接の
接触を持 つ 内皮細胞 の 間隙 に 結合装置(ju nctio n al de vice)が形
成 され て い る こ と が確認され た (図7). ア ス ト ロ サ イ トと接触
の ない 内皮細胞に ほ結合装置 の 形成 ほ稀で あ っ た . さらに , ア
ス ト ロ サ イ トと 接触を持 つ 内皮細胞 で は細胞内の ミ ト コ ン ドリ
ア の 数が 非接触内皮紳胞の 約 4倍 に 増加 し て い た (図 8-A,一臥
表 1).
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Fig. 8. Astr ocyte s-indu c ed cha nge in the n u mber of mito cho ndrio nin E C. T he n u mber of mito cho ndrion in cr e as ed in E C
c o nta cting with a str o cytes (A) a nd fe w mito cho ndrio n w er e e n c o u nter ed in E C la cking c o ntact with astr ocyte s(B). A,
a str o cyte; E C, endothelialcell; mt, mito cho ndrion. Bars, 1 FL m.
【
3H]inulin/[






























Fig.9. Indu ction of a barrier property again stinulin o nEC by co nta cting astrocyte s. (A) The side-by-Side difu sio n ap par atus
for tra n s e ndothelial tra n sport a s s ay. Beforebeing a ssayed with this ap par atu s, E C-aStrO Cyte/C O Sc e11c o-Culture s w ere
m aintain ed fo r4 days. In the
`l
witho ut Co nta ct
"
syste m, 3×10
4 E Cw er e s e eded o nthe m e mbra n e ofthe Sn apw ellandpla c ed
in a w ellof a 6- W ellc ultu replate, at the botto m of which 8.0×1 0
8
astr o cyte s orl.0×10
6 C O Sc ells had be e n s eeded. In the
"
Co nta ct thr o ugh Fe et
"
syste m, the s a m e n u mber of E Cw er e s e eded o n the m e mbra n e, O nthe op po site s urfa c e of which
l.5×10
6
a str ocyte s or3.0×10
8
c o sc ells had be e n se eded. Afterthe c o- C ulture, Sn apw ells ha rboring E C with or witho ut
a str o cyte/C O Sc ell lining w er edislodged fr o m their adaptors, rin s ed with Kr ebs-Ringer
'
s bic arbo n ate buffer a nd m ou nted
betw e en a crylic halトc ells ofthe ap paratu s. Tran sport buffer w asstirr ed by gas(02/C O2)1ift a nd flo w sin the dir ectio n of the
arr o w spar allel to the s urfac e of the cell laye r(s). Te mper atu re w a skept at 37 ℃with he ating blocks c o n n e ct d to a
Cir c ulating w aterbath. (B) A barrier a ctivity of E C-aStr OCyte C OLC ultur e again stin ulin . T he a ctivity w as a ss es s ed by the ratio
Ofthe per m e ability c o effic e ntfo r[3H]in ulin to thatfor[14C]buta n ol. VaIu e s ar e e xpre ss ed as 豆 ±S D(n = 6～ 12) a nd reLated
to the v alu e with 3.0-Pm in s ert alo n e. For c o-C ultu re sin eitherthe
"




Co nta ct thr o ugh Fe et
"
syste m s,
3･0-Pm pOr e-Siz ed in s erts w er e u s ed. * a nd N S, p<0,01a nd n ot signific ant, reSpe Ctively. a nalyzed by Student
'
s t test. Three
S epar ate experim e nts ga v e simila r r e s ults. □, OA5FLm C ellc ultur eins ert; 冒, 3.O J∠m C ellc ultu r ein sert; 閻, E C→ C O S 7; 箇,
E C→ A G; 濁, A G→ E C.
T●ablel. Co mpariso n of the n u mber of mito cho ndrio n betw e e nE C with
Or witho ut c o nta ct to a stro cyte s
Co nta ct Nu mbe rof vis ual Nu mber of mito cho ndrio nin E C
With A G fields e xamin ed (豆 ±S D)
(十) 20 8.40 士2.10*
( - ) 20 2.10 士0.29
A G, a StyrOglia = aStr O Cyte.
*
p< 0.01, C O mpa red to the v alu e witho ut c o nta ct.
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Ⅴ . 障壁能の 誘導
筆者 ほ さ らに , 内皮細胞と ア ス ト ロ サ イ ト との 共存培養系が
B B Bの 中心 的な 故能であるバ リ ア
ー 鹿能を発揮 しう るか どう
か を 調 べ る た め 移送研究用拡散 チ ェ イ ン バ
ー シ ス テ ム (図
9- A)を 用い た物質透過 ア ッ セ イ を行 っ た . 基質 と して 【
3Hl イ
ヌ リ ソ と[l▲clブ タ ノ ー ル を 用い た . 前者は , 経 内皮細胞 チ ャ ン
ネ ル (tra n s e ndothelialchan n el)を介 して 非脳型内皮細胞を通過
しう るが , B B B を通過 しに く い こ とが知 られて い る
53)
･ 後者は
勝凱 非脳型 に か か わ らず内皮細胞内を単純拡散す る
54)
･ 本実
験 でほ ▲ 受容側 チ ャ ン バ
ー に 移行 した 【3H】イ ヌ リ ソ と【
1 4C】 ブ
タ ノ ー ル の 放射能か ら Be ck らの 方法に従 っ て 岬 透過係数を算
定 し, 後者 の 透過係数に対す る前者の 透過係数の 割合か らバ リ
ア ー 活性 (barrier a ctivity)を 求め た . そ の 結果 , 非接触共存培
養系で ほ , 内皮細胞 の バ リア
ー 活性は わ ずか に 増強 され た に と
どま っ た が , 接触共存培養系で は 【
3H] イ ヌ リ ン に 対 す る バ リ
ア ー 能は著 しく増強され , 内皮細胞 の 単独培養時 の 約 3倍 に ま
で 透過性が抑制さ れ た (図9-B). ア ス ト ロ サ イ ト の 代わ り に
C O S-7 細胞 を用 い た 場合に は , い ずれの モ デ ル で も有意 な バ リ
ア ー 括性 の 増強ほ 認め られ な か っ た . 接触 共存培養系 に お い
て , 内皮細胞層 と ア ス ト ロ サ イ ト層 とを逆転 させ る と , 図 9-B
に 示す ように , 逆方 向の 透過性に対する抑制ほ弱く 一 した が っ
て 1 ア ス ト ロ サ イ ト 内皮細胞捌虫培養で構築 された障壁能ほ
生理的極性も保持 して い るもの と評価 された ･
考 察
脳毛細血管の 内皮細胞ほ B B B で知 られ る特異形質を 示 し ,
他の 臓器の 内皮細胞 と は際立 っ た 特徴を 持 つ ■ B B Bの 概念 ほ
18 5年に E brlich が脳実質 の 色素染色性の 観察か ら初め て 提唱
し55), そ の 乱 Le w a ndo w sky
56}
, Goldm a n nら
5丁) に よ り脳組織 と
血 液の 間に特殊な障壁が存在す る こ と が立証さ れ た ･ 1969年に
は BTightm a nら が 髄 腔内 に 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ
(hor ser adish per o xida se)を 注入 し, こ の ト レ ー サ
⊥ 酵素が脳血
管内皮細胞 の 閉鎖帯(tightju n ctio n) まで しか到達 し え な い こ
とか ら脳毛細血管内皮細胞そ の もの が BB Bを 形成 して い る こ
と を示唆 した58). そ の 後 , 現在に 至る多くの B B Bの 研究か ら ,
B B Bとい う脳 血 管内皮細胞の 特異形質は脳の ホ メ オ ス タ シ ス
維持 に 不 可 欠と さ れ て い る . 脳血管 内皮の 特異形質 に 関 して 主
なも の を以下の 1) ～ 6) に 挙げる . 1) 脳血管内皮細胞を画
する基底険は有窓 を形成せずに連続 し, また , そ の 細胞間隙に
閉鎖帯を有 して い る . 2) 飲み 込み小胞が 正常状態 で ほ非常 に
少 なく , 蛋 白な どの 物質 の 通過性が制限 さ れ て い る ･ 3)
T- G T P, A L P, モ ノ ア ミ ン オ キ シ デ
ー ス (rn o n o amin o xida s e)
59)
,
Na-K-A T P分解酵素3)珊 な どの 多種 の 酵素を多く含 ん で い る ･
4) 脳毛細血管細胞 を通過する物質の 輸送 ほ受動輸送 よ りも能
動輸送に よ るもの が 主で あり, い わ ゆ る脳の 重要 な栄養素 で あ
るグ ル コ ー ス や 中性ア ミ ノ 酸, イ オ ン 嬢な どの 物質 に つ い て は
す べ て に特異的な坦送体 が存在 して い ると い われ て い る ･ 5)
脳毛細血管内皮細胞は他の 臓器の 内皮細胞に 比べ て 約 3 ～ 5倍
ミ ト コ ン ドリ ア に富み , そ の 代謝活性 の 高 さ を 示 して い る .
6) 脳血管内皮細胞に特異的に発現す る蛋白も報告 され て お
り , 例えば薬剤排泄 ポ ン プ と して作用 して い る P-g pや 機能 に
関 して は未 だ不 明な所が多い が H T 7
61)な どが ある ･
しか し, 一 体何 が脳血 管内皮細胞 の 特異形質を誘導 して い る
の か とい う問題に関 して は 答えほ未 だ出 され て い な い . 脳毛細
血 管ほ 内皮細胞 の 他 ア ス ト ロ サ イ ト , 周 皮細胞 , ニ ュ
ー
ロ ン と
基底膜か ら構成 され る . こ の う ち , ア ス ト ロ サ イ トは脳の みに
存在 して い る こ と , 脳毛 細血 管周囲は ア ス ト ロ サ イ トの 足突起
で完全 に 取 り囲 まれ て しま っ て い る こ と , ア ス ト ロ サ イ トは 一
方で そ の 足突起を ニ ュ ー ロ ン に伸 ば し, 神経か ら血 管 へ の シ グ
ナ ル 伝達を仲介す る ような 位置関係にある こ とな どか ら, ア ス
ト ロ サ イ トが脳血 管内皮特異形質の 誘導 に関わ っ て い るの でほ
な い か と 推測 さ れ てきた . しか し , 現在に 至 る ま で こ の 誘導能
を ア ス ト ロ サ イ トが有す るか どうか を 解析す る た め の 適切な試
験管内モ デル が な く, 未 だ証明を待て い な い .
ア ス ト ロ サ イ トが B B Bの 形成に 関係 しうる と い う諸家 の 報
告と して ほ以下の もの が 挙げ られ る . Ste w art らほ ウズ ラ の 胎
児脳片を ニ ワ ト リ体腔内 へ , 体節片を脳室内に 移植 して 侵入血
管の 形成 を観察す る と い うキ メ ラ モ デ ル (chim er a m odel)を作
製 した . 脳片に 侵入 して きた ウズ ラ の 腸 間膜動脈由来の 毛細血
管 は観織学的に も機能的 に も B B Bの 性質を 認め た が , 脳室内
で体節片 に 侵入 してき た 毛細血管 に は , B B Bの 性質 は 認め な
か っ た . こ の こ と より , 中枢神経系 とい う環境 が毛細血管の 障
壁形成 を誘導す る こ と が 証明され た
62)
. こ の キ メ ラ モ デ ル ほ 脳
環境が種 を超 えて そ の 誘導能 を及 ぼ しう る こ と , さ らに は胎児
期よ り脳環境ほ脳血管内皮細胞特異形質誘導能を有 して い る こ
とを 初め て示唆 した も の と して も非常 に意義深 い . しか し, こ
こ で は そ の 誘導 を有す る細胞に関 して ほ特 に 同定 ま で ほ され て
い な か っ た . そ の 後 I Ja n z erらは ラ■ッ ト脳皮質 よ り単離 した ア
ス ト ロ サ イ トを 前限房内に 注入 す るモ デル を作製 して , ア ス ト
ロ サ イ ト が そ の 侯補で ある こ と の 証 明を試 み た . そ こ で ア ス ト
ロ サ イ ト ほ凝集塊を つ くる が , 侵入 して きた 毛細血管 に 障壁の




また , 臨床的 にも中枢神経作用薬剤 が脳内に 移行する ために
は B B Bを 通過す る こ と が 必須 で ある が , 未だ 有効 と い える
B B Bの 試扱管内ア ッ セ イ 系 が確立 され て お らず , こ の 事が ア
ル ツ ハ` ィ マ ー 病 , 脳 エ イ ズ な ど に 対す る治療薬開発 の 妨げと
な っ て い る . した が っ て , ア ス ト ロ サ イ トの 役割 の 検証が 可能
な 試験管内 B B Bモ デル を確立 す る こ と は意義が ある こ とと思
わ れ る . こ れ ま で 様 々 な 研 究者 た ち に よ り 多く の 試験管内
B B Bモ デ ル が試作 され て きた . Arthu r ら ほ継代す る こ とに よ
り閉鎖帯を失 っ た ラ ッ ト の 脳毛細血管内皮細胞 に ア ス ト ロ サイ
ト調節培地を作 用 させ る こ と に よ り閉鎖帯 の 再合成を認め , こ
れ を 試験管内 モ デ ル と した
6)
. Ta o-C he ng らほ ア ス ト ロ サ イ ト
の フ ィ イ ダ ー 層上 に 培養 した ラ ッ ト脳微小血管内皮細胞に 閉鎖
帯の 誘導 と細隙結合(gap-ju n cto n) の 減少 を観察 し , こ れ ら の
誘導作用 に は ア ス ト ロ サ イ ト の 調節培地は無効 で あ り, 細胞間
接触(cell-tO-C e11c o nta ct) が 必要と報告 した
7)
. Deho u ck らはウ
シ 脳微小血管内皮細胞を フ ィ ル タ ー 上 層 に , ア ス ト ロ サ イ トを
フ ィ ル タ ー 下層 に 生者 させ た 共存培養系(c o-C ultur e model)で
内皮細胞の r-GT Pの 誘導 と膜抵抗の 上昇 を報告 した
53)
･ Tio ら
も ヒ ト臍静脈内皮細胞 と ア ス ト ロ サ イ トを Dehou ck ら と同様
の モ デ ル で 培養する と A L P と閉鎖帯の 誘導を認め たと 報告し
た
61)
. A b bottらほ ラ ッ トの 脳毛細血管を単離培養化 に 成功 し,
B B B を再構成 させ よ うと した
65)
. Hu rwitz ら は 3.Opm の 孔径を
有す る膜上 の 片面 に ヒ ト胎児脳ア ス ト ロ サ イ トを もう片面に
と
= 臍静脈内皮細胞を培養 して , 両者の 細胞 に近接 した位置関係
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CebaIlos らは ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ の 上 に 内皮細胞を培養 し, ア ス
ト ロ サ イ ト を膜上 に 培養 した セ ル カ ル チ ャ ー イ ン サ ー ト 内に そ
の ナイ ロ ソ メ ッ シ ュ を 被せ る こ とで 試験管内 B B Bモ デ ル と し
て , ヒ ポ キ サ ン チ ン (hypo x anthin e) の 経 内皮細胞 的輸送
(tran s endothelialtra n sport) が増強 され る こ と を報告 した
67】
.
本研 究 で 筆者 は ▲ Grobstein ら の 近 接 相 互 作用 モ ー ド
(
"
pT OXim ateinter actio n
"
m ode) に 基づ い て , 2 つ の タ イ プ の
BIほの 試験管内共存培養系を作製 し , ア ス ト ロ サ イ ト の 内皮
細胞に 対す る影響 を検討 した , こ の う ち 非接触共存培養系 で
は, 前述 した様 に 内皮細胞と ア ス ト ロ サ イ トの 接触 を阻止 した
条件で共存培養 した もの で ある . こ の 糸 で は ▲ 内皮細胞に 対す
るア ス ト ロ サ イ ト 由来 の 液性因子 の 影響を見 る こ と に な る . ま
た, 接触共存培養系 で は , ア ス ト ロ サ イ ト の 足突起 が セ ル カ ル
チ ャ ー イ ン サ
ー トの 膜 の 孔を 通過 して 内皮細胞と直接の 接触を
持つ こ と がで き る. こ れほ , 脳毛細血 管 の 内皮細胞 と ア ス ト ロ
サ イ ト と の 解剖学的位置関係を再現 したも の で あ る . こ の 系で
は, ア ス ト ロ サ イ トと 接触す るか ま た ほ非常 に 近接 した 内皮細
胞が どの ような影響を受けるか を 見る こ と に な る . これ ら 2 っ
の 共存培養系で , 内皮細胞 と して は 非脳塾 の 内皮細胞を 用い
た . こ れ ほ l ア ス ト ロ サ イ トが 脳塾内皮細胞特異形質を誘導 し
うるか どうか を よ り明確に 観察でき るよ うに した もの で ある .
こ の 実験系 で 筆者は代表的な脳血管内皮細胞特異形質で ある
γ-G T P をマ ー カ ー と して ア ス ト ロ サ イ ト の 内皮細胞 へ の 作用
を調べ た . そ の 結果 , ア ス ト ロ サ イ ト ほ物 理 的, 時間的に 足突
起を介す る接触 に 依存 して , 内皮細胞に γ- G T Pを 誘導す る こ
とが確認 され た . ア ス ト ロ サ イ ト層を 除くと γ-G T P は次第に
減少する こ と か ら , こ の 誘導 に は い わ ゆ る持続性 シ グ ナ ル
(
'L
co ntinlユO u S Sign al(s)
"
)が必要 で ある こ と が判 っ た . ま た , ア
ス ト ロ サ イ ト か ら調製 した 細胞外基質を 用 い た検討 で , こ の 細
胞外基質が部分的に r- G T Pを誘導 しう る こ と が 見い 出され た .
しか し, 他細胞由来 の 細胞外基質や既知 の 細胞外基質成分で ほ
有意な内皮細胞 r-G T Pの 上 昇は得 られ ず , こ の 誘導 は ア ス ト
Brain va s c ula
e ndothelialc e11s
Tightju n ctio n
ロ サ イ トに特異的な未知の 細胞外基質成分が関わ っ て い る可 能
性も考え られ た . ア ス ト ロ サ イ トの フ ィ ー ダ ー 層が C O S細胞
で は代替 され な か っ た こ と か ら も , ア ス ト ロ サ イ トは 能動的
(istr u ctiv e) で 細胞種特異的な シ グ ナ ル を 産生 して い るも の と
考 え られ る.
本研究で ほ脳型内皮形質の 誘導に 関 して よ り多角的に 検討す
る た め , 微量の サ ン プ ル で も遺伝子発現を分析 で き る定量的
R T-P C R法を採用 し, T-G T Pに 加 えて トラ ン ス フ ェ リ ソ レ セ
プ タ ー , P-g p, G LUT-1 をコ ー ドする mR N A量の 変化に 関 し
て も検討 した . こ の 実験 で 筆者は 内皮細胞 に お け る † ラ ン ス
フ ェ リ ン レ セ プ タ ー , お よび P-g pが ア ス ト ロ サ イ トに よ る誘
導を受け る こ と を初め て 明 らか に した . ト ラ ン ス フ ェ リ ソ レ セ
プ タ ー は細胞内か ら細胞膜上 へ と移動 して 血 中の フ ェ ロ トラ ン
ス フ ェ リ ン (ferr otra n sferrin)と結合 し , フ ェ ロ ト ラ ン ス フ ェ リ
ソ/ト ラ ン ス フ ェ リ ソ レ セ プ タ ー コ ン プ レ ッ ク ス を 形成 して ,
エ ン ドサ イ ト ー シ ス (e ndo cytosis) に よ り鉄の 脳内 へ の 取 り込
み に 関与 した り , ま た同様 の 機序に て ある種の 薬剤の 取 り込み
に も関与 してい る . P-g Pほ A T P依存性に ビ ン ク リ ス チ ン , ア
ドリ マ イ シ ソ な どの 抗癌剤を細胞外 に 排泄す る薬剤排泄ポ ン プ
と して 磯能 して い る の に 加え て , 低 浸透圧 に 曝さ れた 際に ク ロ
ラ イ ドチ ャ ン ネ ル と して 機能 し , 細胞容量の 調節に も関与す る
と言わ れ て い る52). GL U T-1(55k Da)ほ , 現在 まで 7種類 ク ロ ー
ニ ン グ され て い る グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 中で 最も最初
に ク ロ ー ニ ン グ され たもの で , 主 に 脳毛細血管内皮細胞 , 肝細
胞癌 , 赤血球 に 発現を認め る もの で ある3
8】 が , 最初は脳 に の み
発現を認め た ため 脳塾の グル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー と され て
い る . ま た , 脳 内で は グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー ア イ ソ
フ ォ ー ム が ニ ュ ー ロ ン (G L U T-1(45k Da), 3) や グ リ ア 細 胞
(G L U T-1(45k Da), 5)に も認め られ て い る68). 前述 した よ う に 非
接触共存培養系で ほ GLUT-1 以外 は特に 明らか な 脳型形質 の
誘導は認め られ なか っ た が , 接触共存培養系で は い ずれ の マ ー
カ ー もア ス ト ロ サ イ ト に よ る誘導 が認 め られ た . こ の 結果 よ
No n- neu rale ndothelial
Cells
Co ntin Ⅶ O llSba s e m e nt m e mbr a m e
Enrichedv ario u s e n zym c s
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Fig.1 0. A s che m a.tic r epr es e ntatio n of astr o cyteindu ctio n of blo od-brain barrierpr opertie s.
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り , 誘導の 程度は ト ラ ン ス フ ェ リ ソ レ セ プ タ
ー
, G L U T-1 は で
著 しい . こ の 両者 ほ胎生期 よ り脳血 管内皮細胞 に お い て 発現が
多い こ とが 知 られい るl岬 . ま た , 最近 の 知見で は マ ウ ス に お い
て P-g pも胎生期 よ りの 発現が 知 られ て い る
叩
. 胎 児脳 ア ス ト
ロ サ イ トを用 い た 本研究で種 々 の B B B関連遺伝子 の 誘導が観
察 された こ と は , こ れ らの 報告 と概ね 一 致す る . B】∋B が出生時
に は 故能 して い る こ とも報告 され て お り , ア ス ト ロ サ イ ト は胎
生期よ り脳血 管内皮特異形質 の 誘導, 維持に 関わ っ て い るも の
と推定 され る . な お , G L U T-1 の 誘導 に ほ 液性田子 の 関与も示
酸 さ れ る . 腫 瘍 壊死因子 -α (tu m ornecr osi fa ctor-alpha,
T N F-α), 血 管 内皮増殖 因 子 (v as c ular e ndotheliaI
′
gro wth




ア ス ト ロ サ イ ト が こ れ らの サ イ ト カ イ ン を分 泌す る こ と
か ら , こ れ らの 分泌性因子が B B Bの 場で ア ス ト ロ サ イ ト由来
の メ デイ ェ 一 夕 ー と して 作用 して い る可能性も否定できな い .
しか し , 筆者 の 実験系で は 主 要な誘導の モ ー ドと して 細胞間接
触で あ り, 少 なく とも両者の 近接 した 位置関係 は必須 と思わ れ
る.
本研究で は さ らに , B BI∋ とい われ る由縁 で あ る バ リ ア ー 括
性もア ス ト ロ サ イ トと の 接触に よ っ て , 著 しく増強 され る こ と
が見い 出され た . こ れも両者 の 接触に よ る形質の 誘導 を支持す
るも の と 思わ れ る . 筆者ほ さらに こ の ア ス ト ロ サ イ トと の 接触
を介 した バ リ ア ー 活性の 誘導 ほ同時に 生理 的極性を有する事も
初め て明 らか に した . 加藤 らは最近, ウ シ 大動脈内皮細胞 と ア
ス ト ロ サ イ トを用 い た 同様の 物質透過実験か ら非脳型血管内皮
細胞 で は脳塑形質 の 初期誘導に はや ほ り近接 した 位置関係が重
要であるが , 脳血管内皮細胞が継代培養に よ っ て 失わ れた 形質
を取 り戻す際 に は ア ス ト ロ サ イ ト と離れ た位置 に あ っ て も差 し
支え な い と し, こ れ は 非脳型血管内皮細胞で は ア ス ト ロ サ イ ト
か らの シ グ ナ ル の 感受性が低 い た め と説 明 して い る72).
本研究 で は , 異 な る生物種 に由来する内皮細胞 - ア ス ヤ ロ サ
イ ト の 組 み合わ せ で B B B能の 誘導 が観察 され た. こ の こ と ほ ,
ア ス ト ロ サ イ トが 塵生する誘導物質と内皮細胞側の 受容装置 が
進化上種 を超 え て 保存 され て きた 可 能性を示 唆 して い る .
筆者は ∴ 試験管内共存培養系 で ア ス ト ロ サ イ ト が 非脳型内皮
細胞に 脳塑形質を誘導する い わゆ る ト ラ ン ス 分化能を 有す る こ
とを 立証 した (図10). こ れ は 一 方 で内皮細胞 の 分化形質に ほ 可
塑性が存在す る こ とを 物語 っ て い る . ま た本研究で確立 され た
ア ス ト ロ サ イ ト ー 内皮細胞共存培養モ デ ル は , 今後 の 脳疾患診
断 ･ 治療薬 の 開発や脳内へ の 物質輸送の 研究
73}に 有用 な試験管
内 B B Bモ デ ル とな る 可能性も考え られ た .
結 論
血液脳関門は脳毛細血管内皮細胞が 示 す特異形質 の 総称であ
るが , こ れ が後 天的に ア ス ト ロ サ イ トに よ っ て い か に 誘導 され
て い る かを 独自の 試験管内モ デ ル を作製 して検討 し, 以下 の新
知見を得た .
1 . ア ス ト ロ サ イ トは非脳型血管内皮細胞 に 脳型特異形質 の
一 つ で ある γ- GT Pを 誘導 し, こ の 誘導 は ア ス ト ロ サ イ トの 足
突起を介す る両細胞種間の 接触 に 依存 してい た . ア ス ト ロ サ イ
ト由来の 細胞外基質ほ部分的 に r- G T P活性を 誘導 した .
2 . ア ス ト ロ サ イ ト との接触に よ り他 の 血 液脳関門 マ.
- カ ー
で あ る トラ ン ス フ ェ リ ソ レ セ プ タ ー t P-糖蛋白 l I塑 グル コ ー
ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー を コ ー ドす る遺伝子の 発現も誘導 され た .
3 . ア ス ト ロ サ イ ト は 内皮細胞に お ける結合装置形成と ミ ト
コ ン ドリ ア 数 の 増加を 誘導 した .
4 . ア ス ト ロ サ イ ト は内皮細胞と の 接触 に よ りイ ヌ リ ン の 透
過性を低下さ せ た . また , こ の 障壁能ほ生理的極性を保持して
い た .
以上 よ り , ア ス ト ロ サ イ ト ほ 脳 血 管内皮細胞特異形質 の 誘
導 , 維持 に 関係 し, 特殊 環境 である脳の 恒常性維持 に 寄与 して
い る と思わ れ た .
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,
tr a n S-difftrentiation
A bstr u ct
Vascular e ndothelialc ells(EC)exhibit organ-t O- Organ heterogen eityin their免InCtions and m orphologies･ In particular,
brain capillary EC hav e u nique characte ristic s e x e mplified by the blo od-br ain barrier(B B B)･ The for m atio n and the
m aintena n c e ofB B B ha vebee n ascribed to EC responses toinductive sign al(S)orfhctor(S)打o m astr ∝yteSthat encircle
microvessel in the ce ntralne rv OuS Sy te m. Ho w ever, th ishypothesis re m ains tobetested, be c aus e suitablein vitro m odelsto
Verifythe role ofastro cytes ar e n OtyetaVailable. In this study, Ic o n s truCt ed a heter ologous c o-Cultu r e syste m, in w hichrat
fttalbrain astrocytes w ere cultivated on one su血ce ofa porous m e mbrane a nd hu m an umbilic al vein E Con the op po site
Surface. Electron micro sc oplC e X amina tio n rev eal d that astr ∝yteSPaSSed their endf色etthro ugh the pores, m aking contact
WithE C. In this system ,ga m m a-gluta myltr an Speptidase(γ - GT P)activityin EC wasfoundtobe signinc an tlyincr e as ed by
COntaCtingastro cytesin a denslty
- a ndtim e-dependent m a n n er, butnotwhe nthe astr ocyteftede rlayerw as apartfro mEC or
replac ed by C O Scells; aStrO Cyte-derived e xtracellular m atrix partia11y activated γ -G T P･ m R N As for s o m e ofthe
representative B B Bm arkers, includingtran Sferrin rec eptor, P
-
glyc opr otein, br ain
-ty Pe gluc ose transporterand γ -GT Pas
W ellw ere de m ons trated by r e ve r s e trans c rlpt10n
- pOlyme ra s e chain reaction tobe upregulated in E Cc o- Cultu red with
astrocytes. Astr ocyte
-induc tio n ofclose m e mbra n e ap position r e s e mbling a zo n ula oc clude ns and ofa ninc r e as ein the
number of mitocho nd rion in E Cwere alsonoted in electron micrographs. Fu rther,incre a s ed bamier activity agaln Stinulin
Wa S CO nftrr ed onE Cwhe nlined with astr∝ yteS;thisbarrierfunc tio n e xhibitedaduepolarity. T he r e sultsobtained wi th th is
heterologo us c o-C ulturesystem thusindic atethatthro ughc onta c twiththeirftet, a Str∝ yteS are C apable oftra n sdifftrentiating
non- ne ural E C intothebrain ty pe, e ndow lng the m wi ththe B B Bproperties.
